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Beschrelbung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Fusionspolypeptid, daB sich zur Beetnflussung von Wechselwirkungen 
zwischen Proteinen eignet, eine ein sotches Fusionspolypeptid kodierende DNA und die Verwendung des Fusionspo- 
5 lypeptlds. 

[0002] Viele Vorgange in einem Organismus beruhen auf Wechselwirkungen zwischen Proteinen. Beispiele solcher 
Wechselwirkungen finden sich bei Rezeptoren und den an sie bindenden Liganden. Oftmals sind allerdings die Wech- 
selwirkungen zwischen Proteinen gestort. Dies kann daran liegen, daB einzelne an den Wechselwirkungen beteiligte 
Proteinennodtfiziert sind, wodurch ihre Affinitat zu anderen, ebenfalls beteiligten Proteinen verandert ist. Auch konnen 
10 einzelne an den Wechselwirkungen beteiligte Proteine fehten. Dies findet man z.B, bei Zellen, die nicht auf Interleukin- 
6 (IL-6) reagieren. Seiche Zellenweisen einen unvoilstandigen lnterleukin-6-Rezeptorauf, d. h. dieser Rezeptor umfaBt 
tediglich die intrazellulare, Signal-auslosende Untereinheit gp130, nicht aber die extrazellulare, IL-6 bindende Unter- 
elnheit (IL-6R). 

[0003] Viele Versuche werden untemonrinnen, gestorte Wechselwirkungen zwischen Proteinen zu beheben. Bei- 
15 spielsweise wird dies bei einem unvoilstandigen I nterleukin-6- Rezeptor durch Verabreichung von IL-6 (50 ng/ml) und 
loslichem IL-6R (slL-6R) (12B0 ng/ml) versucht. Die Bereitstellung von slL-6R bedingt jedoch einen groBen Kosten- 
und Zeitaufwand, da slL-6R nur bioiogisch aktiv ist, wenn es aus eukaryotischen Zelien stammt, und die Ertrage aus 
solchen im Bereich von 1-6 mg slL-6R/l liegen. Die genannte Verabreichung steiit somit kein geeignetes Mittel dar, 
dauerhaft die gestorten Wechselwirkungen bei einem unvoilstandigen lnterleukin-6-Rezeptor zu beheben. 
20 [0004] Aus der WO-A 96/04314 ist ein MHC-l\/lolekul bekannt, an das ein zu prasentierendes Pepid kovalent gebun- 
den ist. Ferner gehen aus European Journal of Biochemistry, Band 216, Nr. 1 (1993) 239-245 und Journal of Immu- 
nology, Band 153, Nr. 4 (1 994), 1 744-1753 jeweiis ein cross-iinking von IL-6 und IL-6-Rezeptor hervor. Des weiteren 
weist Proc. Nati. Acad. Sci., U.S.A., Band 92 (1995), 2859-2863 darauf hin, daBdieZugabe von iL-6 und IL-6-Rezeptor 
sowie Stammzeilfaktor zu einer Stimulation der Expansion von haematopoetischen Vorlauferzellen bzw. von CD34+- 
25 Zellen fuhrt. 

[0005] Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereltzustellen, mit dem gestorte Wech- 
selwirkungen zwischen Proteinen, insbesondere bei einem unvoilstandigen tnterleukin-6-Rezeptor, behoben werden 
konnen. 

[0006] ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen erreicht. 

30 [0007] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Fusionpolypeptid, das zwei, eine Affinitat zueinander 
aufweisende, Polypeptide umfaBt, wobei das eine Polypeptid ein Zytokin der lnterleukin-6-Familie und das andere der 
dazugehorige Rezeptor ist und die Polypeptide Ciber einen Polypeptid- Linker miteinander verbunden sind. 
[0008] Der Rezeptor kann in Fomn seiner Untereinheit bzw. desfunktionelienTeiis davon vorliegen, die den Liganden 
binden. Ebenso kann der Ligand in Fonn seiner Untereinheit bzw. des funktionellen Teils davon vorliegen, die den 

35 Rezeptor binden. Vorzugsweise ist der Rezeptor ein lnterleukin-6-Rezeptoroder ein CNTF-Rezeptor. Entsprechendes 
gilt fur den Liganden. Dieser ist ein Mitglied der lnterleukin-6-Familie, insbesondere IL-6, IL-11 , CNTF, OSM, LIF oder 
CT-1 . Der Rezeptor und der Ligand konnen Wildtyp-Sequenzen oder hiervon durch ein oder mehrere Nukleotide un- 
terschiediiche Sequenzen umfassen. Dadurch konnen der Rezeptor und der Ligand verbesserte und/oder neue Ei- 
genschaften aufweisen. Verbesserte Eigenschaften konnen z.B. darin liegen, daB die BIndung zwischen dem Rezeptor 

40 und dem Ligand verbessert ist. Neue Eigenschaften konnen z.B. darin liegen, daB der Ligand ein verandertes Verhalten 
zu Proteinen zeigt, mit denen er nach Bindung an den Rezeptor reagiert. Belspielsweise kann IL-6 dahingehend ver- 
andert sein, daB es eine starkere Bindung an den IL-6-Rezeptor hat, das Protein gp130 aber nicht mehr aktivieren 
kann. In einem solchen Fall umfaBt IL-6 vorzugsweise die Sequenz von Fig. 3 oder Fragmente davon. Vorstehende 
Ausfuhrungen hinsichtlich einer Veranderung der Wildtyp-Sequenz eines Rezeptors bzw. eines Liganden gelten ent- 

45 sprechend fur deren Untereinheiten und funktionellen Telle davon, die zu einer gegenseitlgen Bindung beltragen. 
[0009] Beispiele eines erfindungsgemaBen Fusionspolypeptids sind in den Figuren 1 und 2 angegeben. Diese Fu- 
sionspolypeptide umfaBen ein humanes slL-6R-Polypeptid, d.h. die extrazellulare Untereinheit eines lnterleukin-6-Re- 
zeptors, und ein humanes IL-6-Polypeptid, wobei die Polypeptide uber unterschiedliche Polypeptid-Linker miteinander 
verbunden sind. Dlese Fusionspolypeptide werden mit H-lL-6 bezeichnet. Eine Variation von H-lL-6, die von dem sIL- 

50 6R-Polypeptid nur die Aminosauren Pro 114 bis Ala 323 enthalt, wird ebenfalls bereltgestellt. Ferner wird eine Variation 
von H-IL-6 bereltgestellt, welche die Aminosauren 113 bis 323 des slL-6R-Polypeptids und die Aminosauren 29 bis 
21 2 des lL-6-Polypeptids umfaBt. Desweiteren wird ein Fusionspolypeptid H-IL-6 bereltgestellt, dessen lL-6-Potypeptld 
die Sequenz von Fig. 3 umfaBt. Das slL-6R-Polypeptid dieses Fusionspolypeptids umfaBt eine vollstandlge Sequenz 
bzw. die Sequenz zwischen den Aminosauren 113 (114) bis 323 eines slL-6R-Polypeptids. Daruberhinaus wird ein 

55 Fusionspolypeptid bereltgestellt, das die extrazellulare Untereinheit eines humanen CNTF-Rezeptors und humanes 
CNTF umfaBt, wobei belde Polypeptide iiber einen Polypeptid-Linker miteinander verbunden sind. 
[001 0] Ein welterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st eine fur ein vorstehendes Fusionspolypeptid kodie- 
rende DNA. Ein Beispiel dieser DNA ist in Fig. 1 angegeben. Dlese DNA wurde bei der DSM (Deutsche Sammlung 
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von Mikroorganismen und Zellkulturen) als CDMB-H-IL-6 unter DSM 10549 am 27. 2. 1996 hinterlegt. 
[0011] Eine erfindungsgemaSe DNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektorvorliegen. Beispielesolchersind 
dem Fachmann bekannt. Im Falie eines Expressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX- 
2T, pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY1 00. Ycpadi und Vektoren fur Pichia pastoris zu nennen , 

5 wobei letztere bevorzugt sind, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen, die in einenn Organismus oder auf3erhalb 
eines solchen vorliegen konnen, z.B. pKCR, pEFBOS, pCEV4 und pCDMS anzugeben sind, wobei letztere r bevorzugt 
ist Fur die Expression in Insektenzellen elgnet sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT^. 
Der Fachmann wird berucksiclitigen, daB fiir die Expression einer erfindungsgemaBen, slL-6R-Sequenzen enthalten- 
den, DNA Vektoren angeraten sind, die eine Expression in eukaryotischen Zelien ermoglichen. 

10 [0012] Ferner kennt der Fachmann geeignete Zellen, um eine erfindungsgemaBe, in einem Expresstonsvektor vor- 
tiegende DNA zu exprimieren. BeispielesolcherZeilen umfassen die E.coii-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 
109, BL21 und SG 13009, den Hefe-Stamm Saccharomycescerevisiae und Pichia pastoris, wobei ietzterer bevorzugt 
ist, die tierischen Zellen L, 3T3, Fm/K, CHO, Vero, HeLa und COS, wobei letztere bevorzugt sind, sowie die Insek- 
tenzellen sf9. 

15 [001 3] Desweiteren wetB der Fachmann, in welcher Weise eine erfindungsgemaBe DNA In einen Expressionsvektor 
inseriert werden muB. Auch kennt er Bedingungen, Zellen zu transfomaieren bzw. transfizieren und diese dann zu 
kultivieren. Daruberhinaus sind ihm Verfahren bekannt, das durch die erfindungsgemaBe DNA exprimierte Fusions- 
polypeptid zu isolieren und zu reinigen. 

[0014] Mit der voriiegenden Erfindung ist es moglich, die Wechselwirkungen zwischen Proteinen zu beeinflussen. 

20 Dies kann durch die Verabreichung erfindungsgemaBer Konjugate wie auch durch den Einsatz erfindungsgemaBer 
DNA in einer Gentherapie erfolgen. Insbesondere konnen die gestorten Wechselwirkungen bei einem unvollstandigen 
lnter1eukin-6-Rezeptor behoben werden. Die voriiegende Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daB sie kostengunstig 
eingesetzt werden kann. Dies zeigt sich insbesondere in der Verabreichung erfindungsgemaBer Konjugate zur Beein- 
flussung der gestorten Wechselwirkungen bei einem unvollstandigen lnterleukin-6-Rezeptor. 

25 [0015] Ferner eignet sich die voriiegende Erfindungzurexvivo Expansionvon Stammzellen, insbesondere humanen 
Stammzellen. Besonders bemerkenswert ist es dabei, daB mit einem erfindungsgemaBen Konjugat H-lL-6 mehr 
Stammzell-Kolonien im Soft-Agar erhalten werden, als dies mit den einzelnen Komponenten IL-6 und slL-6R moglich 
Ist. Die voriiegende Erfindung stellt somit auch einen wichtigen Beitrag dar, gezielt in die Bildung von Blutzellen ein- 
zugreifen. 

30 [0016] Desweiteren stellt die voriiegende Erfindung mit einem Fusionspolypeptid H-lL-6, das als IL-6-Polypeptid die 
Sequenz von Fig. 3 umfaBt, ein Mittel bereit, das sich als IL-6- Rezeptor-Antagon ist eignet. Ein solches Mittel ist von 
hohem therapeutischen Wert. 

[0017] Die Durchfuhrung der voriiegenden Erfindung kann durch die erfindungsgemaBen Antikorperubenvacht wer- 
den. 

35 

Kurze Beschreibung der Zeichnung 



[0018] 

40 Fig. 1 zeigt die Aminosaure (DNA)-sequenz eines erfindungsgemaBen Fusionspolypeptids H-lL-6. Sequenzen fiir 
das Restriktionsenzym Sail (GTGGAC), das Signalpeptid (MLAVGCALLAALLAAPGAA) und den Linker 
(RGGGGSGGGGSGGGGSVE) sind angegeben. Der Linker verisindet den COOH-Terminus von humanem 
SIL-6R mit dem NH2-Temninus von humanem IL-6. 

45 Fig. 2 zeigt die Aminosaure (DNA)-sequenz eines erfindungsgemaBen Fusionspolypeptids H-lL-6. Sequenzen fur 
das Restriktionsenzym Sal! (GTCGAG), das Signalpeptid (MLAVGCALLAALLAAPGAA) und den Linker 
(RGGGGSGGGGSVE) sind angegeben. Der Linker verbindet den COOH-Temninus von humanem slL-6R 
mit dem NHg-Terminus von humanem IL-6. 

50 Fig. 3 zeigt die Aminosauresequenz des in einem erfindungsgemaBen Fusionspolypeptid H-IL-6 voriiegenden IL- 
6-Polypeptids. 

Fig. 4 zeigt die Expansions- und Koloniebildungsfahigkeit eines erfindungsgemaBen Fusionspolypeptids H-IL-6. 
55 [0019] Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Belspiele eriautert. 
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Beispiel 1: Herstellung einer erfindungsgemaBen DNA 

[0020] Es wurde die DNA von Fig. 1 hergestellt. Dazu wurde humane 1L-6R cDNA (Schooltink et al., Biochem. J. 
(1991) 277, 659-664) verwendet. Diese cDNA wurde in das Expressionsplasmid pCDM8 iiber die Restriktionsstelle 

5 Xho I einkloniert (Mujiberg et al., Eur J. Immunol. (1 993) 23, 473-480). Mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion (PGR) 
wurcle unter Verwendung der Primer (1) (pCDM8 5' Primer: 5' TAATACGACTCACTATAGGG3') und Primer (2) (slL-6R 
3' Primer: 5'CCGCTCGAGCTGGAGGACTCCTGGA 3') bei Standardbedingungen ein slL-6R Fragment generiert, das 
nach Schneiden mit den Restriktionsenzymen Hind III und Xho I in das geoffnete Plasmid pCDMS einkloniert wurde. 
Es entstand das Plasmid pCDM8-slL-6R. AnschlieBend wurde eine zweite PGR Reaktion mit IL-6 cDNA, die ebenfalls 

10 in das Expressionsplasmid pCDMS unter Verwendung von Xho I einkloniert worden war, durchgefuhrt. Es wurden die 
Primer (3) (IL-6-5' Primer: 5' GGGGTGGAGGCAGTAGCCCCAGGAGAA3') und Primer (4) (pCDMB 3' Primer: 
5'CGACAGAAGTAAGGTTCCTT3') verwendet. Das PGR Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Xho I und Not 
I geschnitten und in das Plasmid pCDM8-slL-6R einkloniert. Es entstand das Plasmid pCDM8-slL-6R-IL-6. Anschlie- 
Bend wurde ein synthetischer Linker hergestellt, der aus zwei Oligonukleotiden bestand: Primer (5) {5TC- 

15 GAG-GAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTG3') und Primer (6) (5TCGACAGAACG- 
TGCACGTCCAGAACCTCGACCTCCA-GAACGTCCACCTGG3'. Die Oligonukleotide (5) und (6) wurden nach Stan- 
dardmethoden zu einem Doppelstrang zusammengefugt und anschlieBend in das mit dem Restriktionsenzym Xho I 
verdaute Plasmid pCDM8-stL-6R-IL-6 einkloniert. Es entstand das Plasmid pGDMB-H-IL-6. 

20 Beispiel 2: Herstellung einer erfindungsgemaBen DNA 

[0021] Es wurde die DNA von Fig. 2 hergestellt. Hierzuwurdevorgegangen.wie in Beispiel 1 beschrieben. Als Primer 
(5) und (6) wurden Jedoch verwendet: Primer (5) (5TGGAGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTG3') und 
Primer (6) (5TCGACAGAAGGTGCAGCTGCAGAACCTGCACGTGG3'. Es wurde das Plasmid pCDM8-H-lL-6-(2) er- 
25 halten. 

Beispiel 3: Expression eines erfindungsgemSBen Fusionspolypeptlds 

[0022] COS-7-Zellen wurden mit pGDM8-H-IL-6 von Beispiel 1 bzw. pGDM8-H-IL-6(2) von Beispiel 2 mit Hilfe der 
30 Elektroporation transfiziert. Es wurden 10^ GOS-7 Zellen mit20^g Plasmid mit Hilfe eines Gene-Pulsers (Bio-Rad) bei 
960jiF und 230 V elektroporiert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen metabollsch mit p5s]-Gystein/Methionin 
4 h radioaktiv markiert und 2 h mit nicht radioaktiv markierten Aminosauren inkubiert. Der Uberstand aus Zellysat und 
Zelliiberstand wurde nach Standardmethoden (Mullberg et al., Eur. J. Immunol. (1 993) 23. 473-480) mit einem anti-IL- 
6 Antikorper immunprazipitiert und nach SDS-Geleiektrophorese durch Auto radiographic sichtbar gemacht. Transfi- 
35 zierte GOS-7 Zellen sezernierten ein 70-75 kDa Protein, das von einem anti-IL-6 Antikorper erkannt und nicht von 
untransfizierten Zellen gebildet wurde. 

[0023] Uberstande von transfizierten COS-7 Zellen wurden durch SDS-Geleiektrophorese aufgetrennt, auf Nitrozel- 
lulose iibertragen und mit einen anti-IL-6 Antikorper detektiert. Wiederum exprimierten transfizierte GOS-7 Zellen ein 
70-75 kDa Protein, das von einem anti-IL-6 Antikorper erkannt wurde. 
40 [0024] Uberstande von transfizierten COS-7 Zellen wurden mit Hilfe eines kommerziellen ELISA auf IL-6 (GLB, Am- 
sterdam) und SIL-6R (Seromed, GieBen) untersucht. Mit beiden ELISAs wurde H-IL-6 detektiert. Die Konzentration 
von H-IL-6 im Zelliiberstand betrug etwa 1 fig/ml. 

Beispiel 4: Stimulation der Haptogiobin-Expression durcli ein erfindungsgemasses Fusionspotypeptid 

45 

[0025] Es wurden die humanen Hepatomazellinien HepG2, HepG2-IL-6 und HepG2-PDI venwendet. 

[0026] HepG2 Zellen (ATGC HB 8065) werden durch IL-6, nicht aber durch slL-6R stimuiiert, Haptoglobin zu expri- 

mieren. 

[0027] HepG2-iL-6 Zellen wurden durch stabile Transfektion von HepG2 Zellen mit einem humanen I L-6- Express i- 
50 onsplasmid eriialten. Diese Zellen regulieren aufgrund der 1 L-6 Expression endogenes IL-6R herunterund exprimieren 

somit kein iL-6R. HepG2-iL-6 Zellen werden nicht durch iL-6, aber durch slL-6R stimuiiert, Haptoglobin zu exprimieren. 

[0028] HepG2-PDI Zellen wurden durch stabile Transfektion von HepG2 Zellen mit einem humanen IL-6-Expressi- 

onsplasmid erhalten. Hierzu wies das Expressionsplasmid eine IL-6 cDNA auf, durch die das exprimierte IL-S Protein 

ein GOOHtemninales Retentionssignalfurdas Endoplasmatische Retikulum (ER) enthielt. Daraus resuttierte, da3 diese 
55 Zellen nicht durch das exprimierte lL-6, sondern auch IL-6R im ER zuriickhielten. Im Gegensatz zu HepG2-IL-6 Zellen 

sezernleren aber HepG2-PDI Zellen kein IL-6 und konnen nur durch die Kombination von IL-6 und slL-6R stimuiiert 

werden, Haptoglobin zu exprimieren. 

[0029] Die vorstehenden Hepatomazellinien wurden nach Standardbedingungen in 96er Zellkulturplatten kultiviert 
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(Rose-John et al., J. Biol. Chem. 268 (1993), 22084-22091). Die Zellen wurden mtt tL-6. slL-6R, IL-6 -f slL-6R bzw. 
Zelluberstanden aus mit pCDM8-H-tL-6, pCDM8-H-IL-6(2) bzw. pCDM8 transfizierten COS-7 Zellen von Beisplel 3 18 
h stimuliert. DerZelluberstandwurdegeemtetund die Haptoglobin konzentration im Uberstand mittels ELISAbestimmt 
(vgl. Tabelle I). 

Tabelle I 



Stimulation der Haptoglobln-Expression 




IL-6 


SIL-6R 


IL-6-I-SIL-6R 


H-IL-6 


Kontroile 


HepG2 


+ 




+ + 


+ + + 




HepG2-IL-6 




+ + 


+ + 


+ + + 




HepG2-PD! 






+ + 


+ + + 





[0030] Es zeigte sich, daB ein erfindungsgemaBes Fusionspolypeptid, H-IL-6, in der Lage ist, die Expression von 
Haptoglobin in Zellen zu stimulieren, d.h, die Wechselwirkungen zwischen Protelnen zu beeinflussen. 

Beisplel 5: Expansion und Kolonieblldung von humanen CD34-^-Zellen durch eIn erfindungsgemaBes Fusions- 
polypeptid 

[0031] Aus humanem Knochenmark bzw, aus Blut von Patienten, deren Stannmzellen durch Injektion von G-CSF 
mobillsiert worden waren, wurden Zellen isoliert, die den Oberflachenmarker CD34 exprimieren. 6000 dieser Zellen 
wurden in 3nnl Medium in ZellkulturgefaBe platiert. Nach zwei Wochen zeigte es sich, daB eine Inkubation der Zellen 
mIt den Zytokinen SCF, IL-3 und H-IL-6 (erfindungsgemaBes Fusionspolypeptid), wie auch mit SCF, IL-3 und IL-6 eine 
Starke Proliferation verursachte. Von den entstandenen Zellen wurden 1000 Zellen in neue ZellkulturgefaBe platiert. 
Nach zwei Wochen in einem standartisierten Kolonielnduktions-Versuch waren die mit SCF, IL-3 und H-IL-6 behan- 
delten Zellen in der Lage, etwa dreimal mehr Kolonien zu bilden als mit SCF, IL-3 und IL-6 behandelte Zellen. 
[0032] Dieses Ergebnis zelgt, daB Zellen, die durch ein erfindungsgemaBes Fusionspolypeptid H-IL-6 stimuliert wur- 
den, ein hoheres koloniebildendes Potential besttzen als durch IL-6 stimulierte Zellen (vgl. Fig. 4). 



PatentansprUche 

1. Fusionspolypeptid, umfassend zwei, eine Affinltatzueinander aufweisende, Polypeptide, wobei das eine Polypep- 
tid ein Zytokin der lnterleukin-6-FamiIle und das andere der dazugehorige Rezeptor ist und die Polypeptide uber 
einen Polypeptid-Llnker miteinanderverbunden sind. 

2. Fusionspolypeptid nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor in Fonn seiner den Liganden 
bindenden Untereinheit vorliegt. 

3. Fusionspolypeptid nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand in Fomn seiner den Re- 
zeptor bindenden Untereinheit vorliegt. 

4. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB der Zytokin-Rezeptor ein IL- 
6 Rezeptor und das Zytokin ein IL-6 ist. 

5. Fusionspolypeptid nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB der Zytokin-Rezeptor ein 
CNTF-Rezeptor und das Zytokin ein CNTF ist. 

6. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB das Zytokin ein IL-11 ist, 

7. DNA, kodierend fur das Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 -6. 

8. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 7. 

9. Transfonnante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 8. 

10. Arzneimittel, enthaltend das Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1-6 oder die DNA nach Anspruch 7. 
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Claims 

1 . A fusion polypeptide, comprising two polypeptides having affinity with respect to each other, wherein one polypep- 
tide is a cytol^ine of the interleukin-6 family and the other is the associated receptor and the polypeptides are linked 

5 with each other via a polypeptide linker 

2. The fusion polypeptide according to claim 1 , characterized in that the receptor is available as its subunit binding 
the ligand. 

10 3. The fusion polypeptide according to claim 1 or 2, characterized in that the ligand is available as its subunit binding 
the receptor. 

4. The fusion polypeptide according to any of claims 1 to 3, characterized In that the cytokine receptor is an IL-6 
receptor and the cytokine is IL-6. 

15 

5. The fusion polypeptide according to any of claims 1 to 3, characterized in that the cytokine receptor is a CNTF 
receptor and the cytokine is CNTF. 

6. The fusion polypeptide according to any of claims 1 to 3, characterized in that the cytokine is IL-11 , 

20 

7. DNA coding for the fusion polypeptide according to any of claims 1 to 6. 

8. Expression plasmid comprising the DNA according to claim 7. 

25 9. Transfonnant containing the expression plasmid according to claim B. 

10. A medicament containing the fusion polypeptide according to any of claims 1 to 6 or the DNA according to claim 7. 



30 Revendications 

1. Polypeptide de fusion comprenant deux polypeptides doues d'affinite I'un pour I'autre, dont I'un est une cytokine 
de la famine de l'interieukine-6 et I'autre est le r6cepteur correspondant, ces polypeptides 6tant Ii6s I'un & i'autre 
par I'intemiediaire d'un lieur de polypeptides. 

35 

2. Polypeptide de fusion suivant la revendication 1 , caracterise en ce que le recepteur est present sous forme de 
sa sous-unit6 fixant le ligand. 

3. Polypeptide de fusion suivant la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le ligand est present sous forme de 
40 sa sous-unite fixant le recepteur. 

4. Polypeptide de fusion suivant I'une des revendications 1 h 3, caracterise en ce que le recepteur de cytokine est 
le r6cepteur IL-6 et la cytokine est I'interteukine IL-6. 

45 5. Polypeptide de fusion suivant I'une des revendications 1 k 3, caracterise en ce que le recepteur de cytokine est 
un recepteur de CNTF et la cytokine est un facteur CNTF. 

6. Polypeptide de fusion suivant I'une des revendications 1 h 3, caracterise en ce que la cytokine est une cytokine 
IL-11. 

50 

7. ADN codant le polypeptide de fusion suivant I'une des revendications 1 k 6. 

8. Plasmide d'expression comprenant I'ADN suivant la revendication 7. 

55 9. Transfonnants contenant le plasmide d'expression suivant la revendication 8. 

10. Medicament contenant le polypeptide de fusion suivant I'une des revendications 1 ^ 6 ou I'ADN suivant la reven- 
dication 7. 
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Z fipjaibcaJQCauS KO P^^ ATC CTS GCC GIC OGC TOC GOG CTC CIG GCT 63 
X • ' M T. A V G C A h 1, h 10 

64OCCC7GCTGGCCGa50CGGQAGCGGCGCTGGCCCCAAGGCGClCCCCTG^ 123 
11 a T. T. a > T* ft X A I. APRRCPAOEV 30 

124 GOV AGX OOC GT&OG J^CASTCTGCCAGGhGKJ^GroACTCTGACCTCCCCCGQGGtA 263 
31ARGVZ,tSX.PG0SVTLTC£>0V SO 

lB4<3AGCCQGAAGACAATGCCJ^<rrrCACTC»OTGCrCAOGAABOOGGCTGCAOGC^ 243 
51EPED KA7VKHVLRKPAAGSH 70 

344 COC AGC AGA TGG GCT OGC ATG OGA AGS AOG CTG CTG CTG AGC3 TOG GIG CAC CTC CAC GXC 303 
TlFSRWAGKGR^tLLLRSVQLBD 90 

304 TCT OGA AAC 7AT TCA TGC TAC CG8 GCC GOC CGC OCA GCT 008 ACT GTG CAC ITC CTG GTO 363 
SlSGNySCYRACRPAGTVairLV HO 

3MCATCTTCCCCCCCAGGXCCCCCAOCIClCCTGCTTCCGGAAGAGCCCCCTCW3CAATGrr 423 
IXlDVPPESPQLSCFRKSPZiSHV 130 

424 QTTTQTSAaTGGGOrCCTOOSAGCAOCCCATOCC10ACGACAAAaGCrGTOCTCTtGGXG 483 
UIVCSWCPRSTPSLTTKAVLLV 150 

484 AOGAAGTTrCAGAACAGTCCGOOCGAAG]^TrCCftGGAGCCGTOCCAGTATTCCCAGGAC 543 
ISIRKFQKSPASOPQZPCGYSOS HO 

344 TCC CAG AAG ITC TCC TGC CAB TXA GCA GTC OCO GAG OGA CAC fOQ TCT TTC tAC ATA GTO 603 
171S0KFSCQIiAVP£GDSSPYlV 190 

604 TCC ATG IGC GTC GOC AOT AGT GTC GOG AGC AAG TTC AOC AAA ACT CAA ACC TIT GAG GGT 663 
191 SMC VASSVG5 RPSKTQ T F0G 210 

664 TGT GGA AZC TTG CAC CCT GAT CC6 OCT GCC AAC ATC ACA GTC ACT GCC GTG GCC AGA AAC 723 
211CGIL0PDPPAN1TVTAVARK 230 

724 COC OGC CTC AGT GTCA0CTG6CAAGAC0CCCACTCCX0GAAC TCA TCT TTC TAC AGA 783 
aSIPRVLSVTWQDPHSWNSSFYR 250 

784 CTA COG TTT GAG CTC AGA TAT 006 OCT GAA COG TCA AAG ACA TTC AA ACA TGG ATG GTC 843 
251XfRFELRyRAERSKTFTTWMV 270 

844 AAG GAC CTC CAG CAT CAC TGT GTC ATC CAC GAC GCC TGG AGC GOC CTG AGO CAC GTO GTG 903 
271KDX.QBBCVIB0AW5GLRI1VV 290 

904 CAO CTT CGT GCC CAG GAG GAGTTCOGGCAAOGCGAGTGGAGCGAGTGGAOCGCG GAG GCC 963 
2910LRAQEEF6QG&W5EW5PEA 310 

964 ATG OGC AOG CCT TGG ACA GAA TCC AGG ACT CCT CCA GCT CGA GGA GGT OGA OGT TCT GGA 1023 
31XM0TPWTBBRSPPA ft B O C G S G , 330 

1024 OGT OGA GOT TCT OGA GGT GGA OGT Td GTC GAG CCA GTA COC CCA OGA GAA GAT TCC AAA 1083 
331 OGC sctfi cfigyg PVPPOBDSK 350 

1064 GATGTAGOCGCCOCACACAGACAOCCACtCACCtCTTCAGXAOGAATTGACAAACAAATT 1143 
3S1DVAAPHRQPI.TSSE RISKQZ 370 

1144 COG :I31C ATC CTC GAC GGCAICTCAGCCCTGAGAAAGGAGACATGTAACAAG AGT AAC ATG 1203 
371RyZLDGrSALRK£TCNXSNIt 390 

1204 TGT GAA AGC AGC AAA GAGGCACTGGCAGAAAACAACCTCAACCTTCCAAAG ATC OCT GAA 1263 
SSICESSKEXLAEMHLHLPRMA'E 410 

1264 AAAQATGSATOCTlCCAATCTGGArrC AAT GAG GAG ACT TGC CTC GTG AAA ATC ATC ACT 1323 
^IIKPGCFOSCFHEETCLVKIIT 430 

1324 OGrCTTTTGGAGTTrGAGGrATACCTAGAGTACCTCCAGAACAGATTTGAG AGT AGT GAG 1383 
431GLI.ErEVYI.EyL0NRFESSE 450 

1384 GAA CAA GCC ASA OCT GTG CAG ATG AGT ACA AAA GTC CTG ATC CAG TTC CTG CAC AAA AAG 1443 
451EQARAVQ)iSTKVLlQrLQKK 470 

1444 GCA AAC AAT CTA GATGCAATAAOCACCCCTGACOCAACCACAAATGCCAGCCIGCTGACG 1503 
471AK>It»DA3TTPPPTTNASI*LT 490 

1504 AAG CTC CAC GCA CACAACCACTGCCTGCAGCACATGACAACTCATCTCA77CTGCGCAGC 1563 
491KL0AQN0VfL0DKTTHr.ILRS 510 

1564 rrr AAC org tic CTC CAC TCC ACC CTC ago CCT CTT cog CAA ATG tag CAajoGGCACCECSaC 1627 
SllFKEFIiOSSl/RALRQM* 525 



FIG. 1 
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1 gPORXq sC ATG GAG TOG TMO OOSMSGAGGftAQC JAO CIO OCC GTC GGC TQC GCS CTO CIG OCT 63 

1 iL-i A X fi C h L h ■ ft, 10 

64 GCC CD6 CIG GCC GOO COG OSfi GOGGCGCTSOKCCAASGCOCtGCOCT OGQ GAG QAG GIG 123 

a a, t. t. ft a P n > A LAPRRCPAOEV 30 

134 GOV AOA GGC OXG CtC ACC' AGTCIGCCAGG^GftCASCGIQACTCIGACCTQCCCaOCaOGIA 18) 

31AR0V L T 5 tPO.DSVTLT C P OV 50 

XZ4 OM ceo G>^ 3^ (XX ACT m 'm GK CTQ M m m 243 

51BPBI>NATVUtfVLRKPAA0SH 70 

344 CCC AQC AGA TOO OCT GGCATCGCSAAGOXOSCICCTGCTaAOOTOGOroCKpCTCCftCCAC 303 

llPSRMACKGAftLbLIlSVOLHO 90 

304TCTOC3lAACI»rTCATGC7AC0GQGCCGrcOGCCCAGCTOG0ACT(m2CACTTCCTOG^ 363 

91SONYSCrRAQItPA0TVULK.V 110 

3€4GKr<?rrCOCO0CGAGGM0CGCClUBCTCTCCTGCTrCCGGXAGMXO0cm 423 

lllDVPPEBPOZiSCFRKSPLSNV 130 

434 QTT 107 GAG TOO COt CCT COO AGC ACC OCA TCC CTO AOG ACA AAG GCT OTO CTC TTO OIO 4B3 

131VCEI#CPRSTPSLTTKAVLX.V ISO 

4B4AaSAACTTTCAGAACAC»OCGGOCGAAG3£TTCC^GGAGCCCTOCCAGTATTCCChGG^ 543 

ISIRKFOH S PAEDPQBPC OV SOB WO 

544 ICC CAO AAO TTCTCCTGCCACTTAOCAGICOCOQAGGQAaACAGCTCTTTCIACATAGia 603 

171SQKPSCQLAVPB0DSSPyiV 190 

604TCCATOTQCOKQCCM9rAfiTGTCGC»AOCAM3TTCAOCAAAACTCAAACCTnCNaOSr 663 

191SMCVA S SVG5XFSKTQT FQG 210 

664 TOT OQA ATC TtO CAD CCT GAT CCG OCT OCC AAC ATC ACA OIC ACT CCC 0T9 OOC AGA AAC 733 

2UCGZLQPDP-PA8XTV-TAVARH 230 

724 OCC CGC TOC CTC ACT GTC ACC TOQCAAGACCCCCACTCCTOOAAC TCA TCT nC TAC AGA 783 

23IPRWl>SVT«IQDPK5«NSSFYa 2S0 

78« CtA CGG TTT GAO CTC AGM TAT OQG OCT GAA COO TCA AAO ACA TTC ACA ACX TOO ATG GTC B43 

SSILRF&LRTRAERSKTFTTWIIV 370 

844 AAO GAC CTC CAG CAT CAC TOT GIC ATC CAC GAC GOC TOO AGC OCC CIG AOS CAC OTO GTO 903 

371 EDL QR BCVIBDAHSGLR HVV 390 

904 cm: CTT cor GOC CAO gag gag TTC GGC CAA OGC GAG TGC AOC GAC TOO AOC COO GAG GOC 963 

291Q1>RA0 R E POQGEWS&W S P EA 310 

964 AXO OGC ACG CCr TGG ACA QAAtCCACGAOTOCTCCACCTCGAGGAOGrGGAGGTTCTGGA 1023 

311 MOT PW T B S RSPPA H o c ^ c s n 330 

1024 GOT GC2A GOT TCT GXC GAG CCA OTA CCC CCA GGA GAA GAT TCC AAA GAT GTA OCC GCC CCA 1063 

331 Q G G B V B PVPPCBDSXOVAA.P 350 

1064 CAC AGA CAO CCA CTC ACC TCT TCA GAA CGA ATT GAC AAA CAA AIT OOG TAC ATC CTC GAC 1143 

351 BRQ PL TS SBRIDKOIBT I LD 370 

114A GOC ATC TCA GCC CTC ACA AAG GAO ACA TGT AAC AAC AOT AAC ATO TST GAA AOC ACC AAA 1203 

371G7SAI>RXBTCHX5NHCB5SX 390 

1204 GAOGCACTGQCAGhAAACAACCIGAACCTTOCAAAGAlOOCrGAA AAA GAT OGA TGC TTC U63 

391EALAE NN LHtPXHABKDOCF 410 

1364 CAATCrOQATTCAATGAOGAGACriGCCTOGXGAAAATCATCACTOGTCrrTIOGAOTTT 1333 

411Q50PKBBTCI.VKIXT0LLBF 430 

1324 GAGGXATACCIAGAOTACCTCCAQAACAaiTTTGAGAGrAOrGAGGAACAAGCCAGAOCT 13S3 

431 BVY LE Y L QMRFBSEEEQ AR>A 4S0 

1364 CmSChaATOAOTACAAAAGrSCCIOATCCAOTrcCTOCAGAAAAAGGCAAAGAXTCZAGAT 1443 

451VQIlSTKVtIQFbQKKAXMI«D 470 

1444 OCAASAACCACCCCTGACOCAACCACAAATOCCAOCCTOCTGAOG AAG CXG CAS OCA CAG 1503 

471AITTPDPTT»ASlLTKLOA0 490 

1504 AAC CAO TOG CIO CAQ GAC ATOACAACTCATCTCATTC10COCAOCTTTAAGGAGTTCCTG 1563 

491 MO M h 0 t>M TTBLZIiRSF X S F L 510 

1564 CAGTCCAGCCTGACGCCTCTTCGGOUVATOTAGCATGOGCACC grP car 1612 

511 Q S S L R A L R C B * 520 



FIG. 2 



8 



EP 0 888 384 B1 



W3C Asn Ser Phe Ser Tnr Ser Aid Phe Gly Pro Val Ala Phe Ser Lou 



Gly Leu Leu I*eu Val Leu Pro Aid Ala Phe Pro Ala Pro Val Pro Pro 

1 

Gly Qlu Affp Sdr Ly3 Asp Val Ala Ala Pro His Arg GlA Pro Leu Thr 
5 10 15 20 

Ser Ser eiu Arg Zl« Asp Lys Gin lie Arg lyr lie Leu Asp Gly lie 

25 30 35 

Sftr Ala Leu Ax^ Lya alu Thr Cya Asn Lys Scr Aan Mec Cye Qlu Ser 

40 45 50 

Sex Pro Glu Ala Lou Ala Glu Aen Asn Leu Aan Leu Pro Lys Mec Ala 

5S 60 55 

Olu Lya Aap Gly C/b Phe Gin Ser Oly Phe Asn Glu Glw Thr cy» iieu 

70 75 80 

Val Ly» He He Tnr Gly Leu L«u Glu Phe Glu Val Tyr Leu Olu Tyr 
85 90 95 100 

Leu Qln Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Olu Gin Ala Arg Ala Val Gin 

10$ 110 US 

Mec Ser Thr Lys Val Leu He Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala Lys Asn 

120 12S 130 

liOu Acp Ala He Thar Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Lsu Leu 

13S 140 145 

Thr Lys Ijcu Gin Ala Gin Asn Cln Trp Leu Clu Asp Met fro Thr His 

iSa 155 ICO 

Leu Xle Leu Arg Ser Lou Lys olu Phe Leu Gin Atjr Ser Leu Arg Ala 
155 I'^O 175 IflO 

Leu Arg Qln Met 
184 



FIG. 3 
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